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I. Projenin Türkçe ve İngilizce Adı ve Özetleri  

Nohutlarda solgunluğa neden olan Fusarium oxysporum f.sp. ciceris’ in Türkiye’deki mevcut 
patotiplerinin Random Amplified Polymorfic DNA (RAPD) yöntemi ile saptanması. 

Determination of Pathotypes of Fusarium oxysporum f.sp. ciceris Causing Wilt Syndromes in 
Chickpea in Turkey by Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) Analysis.  

Özet 

Ülkemizdeki nohut üretimi farklı biotik ve abiotik streslerden dolayı istenilen düzeyde olmamaktadır. 
Biotik hastalık etmenleri arasında ise Fusarium oxysporum f. sp. ciceris’ in sebep olduğu Fusarium 
solgunluğu önemli bir yer tutmaktadır. Bu sebeple Türkiye’nin 15 farklı ilinde (Ankara, Eskişehir, 
Kırşehir, Konya, Kayseri, Burdur, Denizli, Kütahya, Uşak, Antalya, K. Maraş, Adıyaman, Diyarbakır, 
Amasya ve Tokat) 2001-2002 yıllarında yapılan survey sonucunda, nohutlarda solgunluk ve kök 
çürüklüğüne sebep olduğu tespit edilen fungus izolatları patojenisite testi ve Random amplified 
polymorphic DNA (RAPD) yöntemi kullanılarak karakterize edilmiştir. Yapılan survey sonucunda 104 
fungus izolatı Fusarium oxysporum olarak teşhis edilmiştir. Hassas nohut çeşitleri kullanılarak bu 
izolatların virulenslikleri belirlenmiş ve 17 izolat yüksek virulant (YV), 75 izolat orta derecede virulant 
(OV) ve 12 izolat düşük virulant (DV) veya non patojen olarak değerlendirilmiştir. Bu izolatlardan 
coğrafik bölge ve patojenisiteleri dikkate alınarak seçilen 67 izolat ve referans olarak kullanılan 7 
izolat olmak üzere toplam 74 Fusarium oxysporum arasındaki intraspesifik polimorfizimler 30 RAPD 
primeri kullanılarak incelenmiştir. PCR ürünleri % 1.4’ lük agaroz jelde elektroforetik olarak ayrılmış 
ve ethidium bromide ile boyanarak florosan ışık altında gözlemlenmiştir. Elde edilen verilerin Dice’ ın 
benzerlik katsayısı kullanılarak yapılan UPGMA (Unweighed Pairgroup Method with Arithmetic 
Average) cluster analizi sonucunda 74 F. oxysporum izolatı arasında genel olarak 3 ana grubun 
bulunduğu tespit edilmiştir. Grup 1 Amasya ili hariç diğer 12 ilden elde edilen 41 izolattan oluşur iken 
grup 2 18 izolattan, grup 3 ise 15 izolattan oluşmuştur. Moleküler yöntemler kullanılarak yapılan 
analizler sonucunda morfolojik kriterler kullanılarak ayırt edilemeyen izolatlar dendrogramdaki 
dağılımlarına göre yeniden sınıflandırılmışlardır. 

Abstract 

Chickpea production is not at the desired level because of biotic and abiotic factors in Turkey. Fusarium
wilt, caused by Fusarium oxysporum f. sp. ciceris is an important biotic disease agent. In this study, 
fifteen provinces (Ankara, Eskişehir, Kırşehir, Konya, Kayseri, Burdur, Denizli, Kütahya, Uşak, 
Antalya, K. Maraş, Adıyaman, Diyarbakır, Amasya ve Tokat) of Turkey were surveyed for fungal 
pathogens, causing wilt and root rot on chickpea in 2001 and 2002. The fungal isolates were 
characterized with pathogenicity test and Random amplified polymorphic DNA (RAPD) assay. As a 
result of the survey, 104 fungi isolates were identified as Fusarium oxysporum. The virulence spectrum 
of a total 104 isolates was determined on susceptible chickpea cultivars. Seventeen isolates were found 
as high virulent (HV), 75 isolates were moderately virulent (MV) and 12 isolates were low (LV) in 
virulence. Intra specific polymorphisms among a total of 74 Fusarium oxysporum isolates; 7 reference
isolates and 67 isolates selected according to virulence and geographical origin were investigated using 
30 RAPD primers. The PCR products were separated by electrophoresis on 1.4 % agarose gel and were 
visualized by fluorescence following ethidium bromide staining. UPGMA (Unweighed Pairgroup 
Method with Arithmetic Average) cluster analysis of the data from DNA amplification of RAPD using 
Dice’s coefficient showed 3 major groups among 74 isolates of F. oxysporum. Group 1 consisted of 41 
isolates from 12 provinces except for Amasya provinces while Group 2 and 3 consisted of 18 and 15 
isolates, respectively. The isolates that were not easily separable using morphological characteristics 
were classified again according to their branching in dendrogram.  

 



II. Amaç ve Kapsam  

Ülkemizde ekim alanı ve üretim miktarı olarak baklagiller arasında birinci sırada yer almakta 
olan nohutun veriminin istenilen düzeyde olmamasının başlıca nedenlerinden birisi hastalıklardan 
dolayı meydana gelen ürün kayıplarıdır. Bu hastalıklardan Fusarium oxysporum f.sp. ciceris’in neden 
olduğu solgunluk hemen hemen tüm nohut ekim alanlarında yaygın olarak görülmekte ve önemli 
zararlara neden olmaktadır. Hastalık etmeninin ırk 0, 2 ve 3’ ü klasik yöntemler kullanılarak İç 
Anadolu Bölgesindeki nohut ekim alanlarında tespit edilmesine (Dolar, 1997) karşın Türkiye’deki tüm 
nohut alanlarındaki durumu bilinmemektedir. Moleküler yöntemler kullanılarak fungal hastalık 
etmenlerinin patotiplerinin belirlenmesi ile ilgili çalışmalar ise ülkemizde yeni yeni yapılmaya 
başlanmıştır. Bu çalışma da Türkiye’de yoğun olarak nohut ekimi yapılan alanlardaki Fusarium 
oxysporum f.sp. ciceris ’in patotiplerinin klasik yöntemlere kıyasla daha hızlı olan moleküler 
tekniklerden RAPD tekniği ile belirlenmesi amaçlanmıştır. 

III. Materyal ve Yöntem  

Hastalıklı Bitki Materyalinin Temini  

Çalışmalarda materyal olarak 2001-2002 yıllarında Türkiye’ de nohut ekiminin yoğun olduğu farklı 
illerden toplanan ve hastalık belirtisi gösteren nohut bitkilerinden elde edilen fungus izolatları 
kullanılmıştır. Nohutun farklı vejetasyon dönemlerinde Ankara, Eskişehir, Kırşehir, Konya, Kayseri, 
Burdur, Denizli, Kütahya, Uşak, Antalya, K. Maraş, Adıyaman, Diyarbakır, Amasya ve Tokat olmak 
üzere 15 ilde surveyler yapılmıştır. Bu surveyler esnasında her ilde en az 10 km aralıkla farklı 
tarlalardan 5-10 adet bitki örneği alınmıştır. Gezilen tarlalarda sararmış, solgun, ölü görülen bitkiler 
toplanmış ve izolasyon amacıyla kese kağıtlarına konularak laboratuara getirilmiştir. 

Fungusların Elde Edilmesi ve Saklanması 

Nohutlarda hastalığa sebep olan fungal patojenlerin tespiti için farklı illerden toplanan hastalıklı nohut 
bitkilerinin kök ve kök boğazından 0.2-0.5 cm boyunda bitki parçaları kesilerek izolasyon yapılmıştır. 
Kesilen bu bitki parçaları yüzeysel dezenfeksiyon amacıyla % 1’ lik sodyumhipoklorit’ de (NaOCl) 2 
dakika tutulmuş ve bunu takiben 3 seri steril saf sudan geçirilmiştir. Daha sonra steril filtre kağıtları 
arasında kurutularak PDA (Potato Dextose Agar, Merck) ortamı içeren petri kaplarına 5’ er adet olacak 
şekilde konulmuştur. Bu petri kapları 23±1 oC’ de 12 saat aydınlık (yakın ultraviole ışık) 12 saat 
karanlık periyot içeren inkübasyon odasında 7 gün süreyle geliştirilmiştir. Daha sonra gelişen 
fungusların her biri tek spor izolasyonu yapılarak saflaştırılmıştır. Elde edilen fungus izolatları 
Microbank tüplere (Pro-Lab, Diagnostics, Canada) alınarak -80 0C’ de, ve kum kültürlere alınarak oda 
sıcaklığında saklanmıştır. 

Fungusların Teşhisi 

Teşhisi yapılacak Fusarium spp. izolatları PSA (Patates Sakkaroz Agar: 500 ml Patates ekstraktı 20 gr 
Sakkaroz, 20 gr Agar, 500 ml su ) ve SNA (Sentetik Nutrient Agar: 1 gr KH2PO4, 1 gr KNO3, 0.5 gr 
MgSO4.7 H2O, 0.5 gr KCl, 0.2 gr Sakkaroz, 20 gr Agar, 1000 ml su) ortamına aşılanmıştır. SNA 
ortamında 1 cm2 lik steril filtre kağıtları aşılama yerinin her iki tarafına konularak sporulasyonun teşvik 
edilmesi sağlanmıştır. İzolatlar 23±1 oC’ de 12 saat aydınlık (yakın ultraviole ışık) 12 saat karanlık 
periyot içeren inkübasyon odasında 7-15 gün süreyle geliştirilmiştir. Daha sonra Booth (1971), 
Anonymous (1996) teşhis anahtarlarına göre Fusarium türlerinin teşhisi yapılmıştır.  

 

 

 



Elde Edilen Kök Patojenlerinin Patojenisite Testleri 

Patojenisite testleri hassas nohut çeşitleri (JG-62, ILC 482) kullanılarak Nene and Haware (1980)’ nin 
toprak inokulasyonu metodu ile yapılmıştır. İnokulum için 45 gr elenmiş kum, 5 gr nohut unu karışımı 
içeren 200 ml şişeler steril edildikten sonra PDA’ da geliştirilen 10 günlük fungus kültürlerinden alınan 
0.7 cm çapındaki 5 adet disk ile inokule edilmişlerdir. Bu şekilde hazırlanan şişeler 12 saat aydınlık 
(ışık şiddeti 297 µmolesec-1m-2) periyot ve 25±1 0 C sıcaklık içeren kontrollü koşullara sahip iklim 
odasına yerleştirilmiştir. Şişelerde 14 gün süre ile geliştirilen fungus kültürleri, 600 gr steril harç toprak 
(bahçe toprağı: yıkanmış dere kumu: yanmış çiftlik gübresi, 1: 1: 1, v/v/v) içeren 13 cm çapındaki 
toprak saksıların her birine 50 gr olacak şekilde karıştırmış ve hafifçe sulandıktan sonra saksılar 
yukarıda belirtilen koşullara sahip iklim odasına yerleştirilmişlerdir. İnokulumun toprağı sarması için 
5-6 gün beklenmiş ve % 1’ lik sodyum hipoklorit (NaOCl) solüsyonunda 3 dakika süre ile tutularak 
yüzeysel dezenfeksiyon yapılan tohumlar her saksıya 5 adet olacak şekilde ekilmiştir. Kontrol 
saksılarına ise inokulumsuz 50 gr nohut unu - kum karışımı ilave edilmiş ve aynı şekilde 5 adet tohum 
ekilmiştir. Denemeler 3 tekerrür halinde yürütülmüştür 

Hastalık Reaksiyonlarının Değerlendirilmesi  

Hastalık değerlendirmesi inokulasyondan 3 hafta sonra başlanarak 6 hafta süreyle yapılmıştır. 
Değerlendirme de akropetal sararma ve nekrozun esas alındığı 0-4 skalası kullanılmıştır (Trapera-
Casas and Jimenez-Diaz 1985). 

0-4 Skalası 

0 = % 0                     

1 = % 1 – 33             

2 = % 34 – 66 

3 = % 67 – 100  

4 = Ölü Bitki 

Hassas nohut çeşidinde 3.1-4.0 skala değerine neden olan izolatlar yüksek virulant (YV), 1.1.-3.0 skala 
değerine neden olan izolatlar orta derecede virulant (OV) ve 0-1 değerine neden olan izolatlar ise 
düşük virulant (DV) veya non patojen olarak değerlendirilmiştir. 

DNA İzolasyonu  

DNA izolasyonu için fungus izolatları 100 ml PDB (Potato Dextrose Broth, Difco) ortamı içeren 250 
ml’ lik erlenmayerlerde inkübatörlü orbital shaker (150 rpm) üzerinde (25±1 0C) 7 gün süreyle 
geliştirilmiştir. PDB ortamında geliştirilen funguslar miracloth bezi kullanılarak süzülmüş ve sıvı 
nitrojen içeren porselen havanlarda iyice ezilerek 1.5 ml’ lik eppendorf tüplere aktarılmıştır. Sonra her 
tüpe 500 µl ekstraksiyon bufferı (200 mM Tris-HCl pH:8.5, 25 mM NaCl, 25 mM EDTA, % 0.5 SDS) 
konularak süspanse oluncaya kadar karıştırılmıştır. Daha sonra elde edilen ekstrakt nükleik asitleri 
parçalamak amacıyla 65 0C’ de 1 saat inkübasyona bırakılmıştır. Bu inkübasyon periyodundan sonra 
eppendorf tüplere eşit hacimde fenol:kloroform (AppliChem, 25:24 v/v) eklenerek 13.000 g’ de 1 saat 
santrifügasyona (Sigma 3K30) bırakılmıştır. Üstte toplanan sıvının 400 µl’ si yeni eppendorf tüplere 
aktarılarak üzerine 25 µl RNase A (AppliChem, 10 mg/ml) ilave edilmiştir. 37 0C’ de yarım saat 
inkübasyondan sonra 250 µl kloroform:isoamilalkol (AppliChem, 24:1 v/v) eklenerek 15 dakika 
santrifüj edilmiştir. Üstte toplanan sıvı yeniden temiz eppendorf tüplere alınarak üzerine eşit hacim 
isopropanol eklenmiştir. 1 saat veya tüm gece -20°C’ de inkübasyondan sonra 5 dakika santrifüj 
uygulanarak tüpün dip kısmında toplanan DNA pelleti 100 µl % 70’ lik ethanol ile yıkanarak ortam 



koşullarında kurutulmuştur (Reader and Broda 1985). Daha sonra elde edilen DNA pelleti 25-50 µl 
steril bi-destile (d2H2O) su ile süspanse edilerek -20 

0C’ de saklanmıştır.  

Konsantrasyon tayininde elde edilen genomik DNA (2 µl DNA örneği, 2 µl yükleme bufferı, 6 µl 
d2H2O) % 0.8’ lik agaroz jelde 100 V’ da 1 saat elektroforez yapılarak farklı konsantrasyonlarda 
seyreltilen λ DNA (MBI, Fermantas) ile karşılaştırılmıştır. Daha sonra örnek DNA’ ları steril bi-destile 
d2H2O ile 25-50 ng / µl olacak şekilde seyreltilmiştir.  

Fungus İzolatlarının Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) Yöntemi ile Analizi 

Nohutlarda hastalığa sebep olan F. oxysporum izolatları arasındaki farklılığı araştırmak için yapılan 
RAPD analizinde OPK ve OPA primer (Operon Technologies, Alameda, CA, USA) setlerinden 30 
farklı oligonükleotid primer kullanılmıştır (Çizelge 1). PCR amplifikasyonları için farklı dNTPs, Taq 
polimeraz ve MgCl2 konsantrasyonları denenerek uygun konsantrasyonlar belirlenmiştir. 

Bu çalışmada izolatlarının RAPD analizi modifiye edilerek Williams et al. (1990) yöntemine göre 
yapılmıştır. PCR reaksiyonları; 0.125 mM dNTPs, 0.32 µM primer, 1.5 mM MgCl2, 10 mM Tris-HCl 
pH 8.8, 50 mM KCl, 0.8 % Nonident P40, 0.6 U Taq DNA polimeraz (MBI, Fermantas) içeren 25 µl’ 
lik hacimlerde gerçekleştirilmiştir. DNA amplifikasyonu ise 94 0C’ de 20 saniye, 36 0C’ de 1 dakika, 
72 0C’ de 1 dakika 40 döngü ve en son döngüden sonra 72 0C’ de 8 dakika olacak şekilde 
programlanan thermocyclerda (Techne Progene) gerçekleştirilmiştir.  

 
Çizelge 1. RAPD analizinde kullanılan primerler 

 

Primer Kodu Primer sekansı 5’→→→→3’ Primer Kodu Primer sekansı 5’→→→→3’ 

OPA-1 CAGGCCCTTC OPK-2 GTCTCCGCAA 

OPA-2 TGCCGAGCTG OPK-3 CCAGCTTAGG 

OPA-3 AGTCAGCCAC OPK-4 CCGCCCAAAC 

OPA-4 AATCGGGCTG OPK-5 TCTGTCGAGG 

OPA-5 AGGGGTCTTG OPK-7 AGCGAGCAAG 

OPA-6 GGTCCCTGAC OPK-8 GAACACTGGG 

OPA-7 GAAACGGGTG OPK-9 CCCTACCGAC 

OPA-8 GTGACGTAGG   OPK-10 GTGCAACGTG 

OPA-9 GGGTAACGCC   OPK-11 AATGCCCCAG 

  OPA-12 TCGGCGATAG   OPK-12 TGGCCCTCAC 

  OPA-16 AGCCAGCGAA   OPK-14 CCCGCTACAC 

  OPA-17 GACCGCTTGT   OPK-15 CTCCTGCCAA 

  OPA-18 AGGTGACCGT   OPK-16 GAGCGTCGAA 

  OPA-19 CAAACGTCGG   OPK-17 CCCAGCTGTG 

    OPK-19 CACAGGCGGA 

    OPK-20 GTGTCGCGAG 

 

 

 



Agaroz Jel Elektroforezi 

PCR ürünlerinin görsel hale getirilmesi amacıyla, amplifiye edilen DNA ürünleri % 1.4’ lük agaroz 
jelde elektroforetik olarak ayrılmıştır. Agaroz jelin hazırlanmasında ve elektroforez tankında buffer 
olarak 1xTAE (40 mM Tris-acetate 1mM EDTA) bufferı kullanılmıştır (Sambrook et al. 1989). 
Elektroforez işlemi 100 V’ da 2 saat süreyle gerçekleştirilmiştir. İşlem bittikten sonra agaroz jel 
ethidium bromide (1 mg/ml) ile boyanarak UV ışık altında incelenmiş ve bio-imaj bilgisayar sistemi 
(Syngene) kullanılarak kaydedilmiştir. 

Verilerin Skorlanması ve Analizi 

Tüm PCR analizleri farklı zamanlarda en az iki kez tekrarlamış ve tekrarlanabilen bantlar 
değerlendirmeye alınmıştır. Daha sonra tüm izolatlar için primerler tarafından oluşturulan bantlar bir 
araya getirilmiş ve NTSYS ver. 2.02 (Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis, Rohlf, 1998) 
software programına aktarılmıştır. Her primer tarafından oluşturulan belirli moleküler ağırlığı sahip 
bantlar 0 (yok) ve 1 (var) olarak kodlanmış ve rectangular matriks verisi kullanılarak 
değerlendirilmiştir. Daha sonra SIMQUAL (Similarity for qualitative data) programı kullanılarak Dice’ 
ın metoduna (Sij=2a/(2a+b+c)) göre benzerlik matriksi oluşturulmuştur. Elde edilen benzerlik katsayısı 
ve UPGMA (Unweighed Pairgroup Method with Aritmetic Average) yardımıyla dendrogram 
oluşturularak izolatlar arasındaki genetik akrabalık değerlendirilmiştir (Sneath and Sokal 1973). 
Yapılan cluster analizinin geçerliliği, benzerlik ve kofenetik matriks değerleri karşılaştırılarak test 
edilmiştir. İki matriks arasındaki ilişkinin derecesi Mantel testi kullanılarak belirlenmiştir.  

IV. Analiz ve Bulgular  

Nohutlarda kök çürüklüğü ve solgunluğa sebep olan Fusarium oxysporum izolatları arasındaki genetik 
farklılığı tespit etmek amacıyla yapılan bu çalışmada Türkiye’deki toplam nohut ekim alanının 
yaklaşık % 70’ ni temsil eden 15 farklı ilde survey yapılmıştır. Bu survey sonucunda 104 adet 
Fusarium oxysporum izolatı tek spor izolasyonu yapılarak saflaştırılmıştır. Hastalık etmenlerinin 
survey yapılan illere göre dağılımı Çizelge 2’ de verilmiştir.  

Türkiye’deki önemli nohut ekim alanlarından elde edilen ve klasik yöntemlerle teşhisi yapılan 104 F. 
oxysporum izolatının patojenisite testi Nene and Haware (1980)’ nin toprak inokulasyon metodu esas 
alınarak hassas nohut çeşitleriyle yapılmıştır. Patojenisite testleri sonucunda hassas nohut çeşidinin 
3.1 - 4.0 skala değeri almasına neden olan 17 izolat yüksek virulant (YV), 1.1 - 3.0 skala değerine 
neden olan 75 izolat orta derecede virulant (OV) ve 0.0 - 1.0 değerine neden olan 12 izolat düşük 
virulant (DV) veya non patojen olarak değerlendirilmiştir. Bu izolatların virülenslikleri ve illere göre 
dağılımı Çizelge 3’ de verilmiştir. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Çizelge 2. Nohutlarda kök çürüklüğü ve solgunluğa neden olan Fusarium oxysporum izolatlarının 
illere göre dağılımı.  
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Çizelge 3. F. oxysporum izolatlarının toplandığı iller ve virulenslik dereceleri. 

İzolat ismia Alındığı il Tür Virulenslik derecesi 

Adı-1 Adıyaman-Atatürk barajı F. oxysporum YV 

Ama-1 Amasya F. oxysporum OV 

Ama-2 Amasya F. oxysporum OV 

Ank-1 Ankara-Ayaş F. oxysporum  OV 

Ank-3 Ankara-Akyurt F. oxysporum  DV 

Ank-4 Ankara-Akyurt F. oxysporum  YV 

Ank-5 Ankara-Akyurt F. oxysporum  OV 

Ank-6 Ankara-Bala F. oxysporum  DV 

Ank-7 Ankara-Bölüm F. oxysporum  OV 

Ank-8 Ankara-Çubuk F. oxysporum  OV 

Ank-9 Ankara-Çubuk F. oxysporum  YV 

Ank-10 Ankara-Güdül F. oxysporum  OV 

Ank-11 Ankara-Güdül F. oxysporum  OV 

Ank-12 Ankara-Güdül F. oxysporum  OV 

Ank-13 Ankara-Haymana F. oxysporum  YV 

Ank-14 Ankara-Haymana F. oxysporum  DV 

Ank-15 Ankara-Haymana F. oxysporum  OV 

Ank-16 Ankara-Haymana F. oxysporum  OV 

Ank-17 Ankara-Polatlı F. oxysporum  OV 

Ank-18 Ankara-Sünlü çıkışı F. oxysporum  OV 

Ank-19 Ankara-Şereflikoçhisar F. oxysporum  OV 

Ank-20 Ankara-Şereflikoçhisar F. oxysporum  OV 

Ank-21 Ankara-Şereflikoçhisar F. oxysporum  OV 

Ank-22 Ankara-Merkez F. oxysporum  DV 

Ank-32 Ankara- Merkez F. oxysporum OV 

Bur-1 Burdur F. oxysporum  OV 

Bur-2 Burdur F. oxysporum  OV 

Bur-3 Burdur F. oxysporum  OV 

Bur-4 Burdur F. oxysporum  OV 

Bur-5 Burdur F. oxysporum  OV 

 

 



 

Bur-6 Burdur F. oxysporum  OV 

Bur-7 Burdur F. oxysporum  OV 

Dez-1 Denizli-Baklan F. oxysporum  YV 

Dez-2 Denizli-Çameli F. oxysporum  OV 

Dez-3 Denizli-Çameli F. oxysporum  OV 

Dez-4 Denizli-Çameli F. oxysporum  OV 

Dez-5 Denizli-Kale F. oxysporum  OV 

Dez-6 Denizli-Kale F. oxysporum  OV 

Dez-7 Denizli-Kale F. oxysporum  OV 

Dez-8 Denizli-Kale F. oxysporum  OV 

Dez-9 Denizli-Kale F. oxysporum  OV 

Dez-10 Denizli-Tavas F. oxysporum  OV 

Dez-11 Denizli-Tavas F. oxysporum  OV 

Dez-12 Denizli-Tavas F. oxysporum  OV 

Dez-13 Denizli F. oxysporum  OV 

Dez-14 Denizli F. oxysporum  YV 

Diyar-1 Diyarbakır-Çınar F. oxysporum  DV 

Diyar-2 Diyarbakır-Çınar F. oxysporum  OV 

Diyar-3 Diyarbakır-Çınar F. oxysporum  DV 

Diyar-4 Diyarbakır-Çınar F. oxysporum  OV 

Diyar-5 Diyarbakır-Çınar F. oxysporum  OV 

Diyar-6 Diyarbakır-Çınar F. oxysporum  OV 

Diyar-8 Diyarbakır-Ergani F. oxysporum  OV 

Diyar-9 Diyarbakır-Hazro F. oxysporum  YV 

Diyar-10 Diyarbakır-Silvan F. oxysporum  OV 

Diyar-12 Diyarbakır-Siverek F. oxysporum  OV 

Diyar-13 Diyarbakır-Siverek F. oxysporum  DV 

Diyar-15 Diyarbakır-Siverek F. oxysporum  OV 

Diyar-16 Diyarbakır- Merkez F. oxysporum  OV 

Esk-2 Eskişehir-Mihalıççık F. oxysporum  OV 

Esk-3 Eskişehir-Mihalıcçık F. oxysporum  YV 

Esk-4 Eskişehir-Mihalıcçık F. oxysporum  OV 

Esk-5 Eskişehir-Merkez F. oxysporum  DV 

Esk-6 Eskişehir-Seyitgazi F. oxysporum  OV 

Esk-7 Eskişehir-Seyitgazi F. oxysporum  OV 

Esk-8 Eskişehir-Seyitgazi F. oxysporum  YV 

Km-1 K.Maraş-Afşin F. oxysporum DV 

Km-2 K.Maraş-Afşin F. oxysporum  OV 

Km-3 K.Maraş-Afşin F. oxysporum  OV 

Km-4 K.Maraş-Afşin F. oxysporum  OV 

Km-6 K.Maraş-Afşin F. oxysporum  OV 

Km-7 K.Maraş-Afşin F. oxysporum  OV 

 



 

Km-8 K.Maraş-Afşin F. oxysporum  OV 

Km-9 K.Maraş-Afşin F. oxysporum  OV 

Km-10 K.Maraş-Çardak F. oxysporum  YV 

Km-11 K.Maraş-Çardak F. oxysporum DV 

Km-13 K.Maraş-Pazarçık F. oxysporum  OV 

Km-14 K.Maraş-Pazarçık F. oxysporum  OV 

Km-15 K.Maraş-Pazarçık F. oxysporum  OV 

Km-16 K.Maraş-Pazarçık F. oxysporum  YV 

Km-17 K.Maraş-Pazarçık F. oxysporum  OV 

Km-18 K.Maraş-Pazarçık F. oxysporum  OV 

Km-19 K.Maraş-Pazarçık F. oxysporum  YV 

Kır-1 Kırşehir F. oxysporum  DV 

Kır-2 Kırşehir F. oxysporum  OV 

Kon-1 Konya F. oxysporum OV 

Kon-3 Konya F. oxysporum YV 

Küt-1 Kütahya-Gediz F. oxysporum OV 

Küt-2 Kütahya-Gediz F. oxysporum OV 

Küt-3 Kütahya-Gediz F. oxysporum OV 

Küt 4 Kütahya-Gediz F. oxysporum OV 

Tok-1 Tokat F. oxysporum OV 

Tok-2 Tokat F. oxysporum OV 

Tok-3 Tokat F. oxysporum OV 

Uşk-1 Uşak-Karahallı F. oxysporum YV 

Uşk-2 Uşak-Sivaslı F. oxysporum OV 

Uşk-3 Uşak-Merkez F. oxysporum YV 

Uşk-4 Uşak-Banaz F. oxysporum YV 

Uşk-5 Uşak-Banaz F. oxysporum OV 

Uşk-6 Uşak-Sivaslı F. oxysporum OV 

Ç.I.beyaz Diğer F. oxysporum OV 

Ç 12 Diğer F. oxysporum DV 

Ova1 Diğer F. oxysporum YV 

Gergen 1 Diğer F. oxysporum OV 
aİzolatlar toplandıkları illerin isimleri kısaltılarak kodlanmıştır; Adıyaman (Adı), Amasya (Ama), 
Ankara (Ank), Antalya (Ant), Burdur (Bur), Denizli (Dez), Diyarbakır (Diyar), Eskişehir (Esk), 
Kahraman Maraş (Km), Kayseri (Kay), Kırşehir (Kır), Konya (Kon), Kütahya (Küt), Tokat (Tok), 
Uşak (Uşk). 

 

Patojenisite testleri sonucunda izolatların genelde solgunluk simptomuna sebep olmakla beraber 
sararma, kök çürüklüğü ve tohum çimlenmesinin engellenmesi gibi simptomlara neden oldukları 
görülmüştür. (Şekil 1). 

 



 

 Şekil 1. Fusarium oxysporum izolatlarının nohut bitkilerinde sebep olduğu simptomlar. 

 

 

 

 



PCR amplifikasyonunun optimizasyonu için yapılan ön denemeler 

Teşhis edilen fungus izolatlarının moleküler karakterizasyonu için farklı PCR koşullarında ön 
denemeler yapılmıştır. Bu amaçla farklı dNTPs, Taq polimeraz ve MgCl2 konsantrasyonlarında (mM) 
ön denemeler yapılmış ve en uygun olan miktarlar belirlenmiştir (Şekil 2). 

 

 

Şekil 2. Fusarium oxysporum izolatlarının PCR amplifikasyonuna farklı dNTPs (a) ve MgCl2
(b).konsantrasyonlarının etkisi. 

 

Fungus izolatlarının ayırımında kullanılacak primerleri seçmek için ise belirli sayıda izolat alınarak 
tüm primerlerle test edilmiştir. Bu primerlerden PCR amplifikasyonlarında değerlendirilebilir bantlar 
veren primerler seçilerek diğer örneklerin test edilmesinde kullanılmıştır. Buna karşın amplifikasyon 
ürünü oluşturmayan veya zayıf amplifikasyon ürünü oluşturan primerler ise elemine edilmiştir. 

F. oxysporum izolatları arasındaki genetik farklılığın RAPD ile analizi 

Nohutlarda solgunluk ve sararma simptomlarına sebep olan Fusarium oxysporum izolatları arasındaki 
genetik farklılığı ortaya koymak için elde edilen 104 izolattan coğrafik bölge ve virulenslikleri dikkate 
alınarak seçilen 67 izolat ve referans olarak kullanılan 7 izolat (KA1, KC7, A4, A6, HAY5, KC91, 
KC62) olmak üzere toplam 74 izolat moleküler karakterizasyon için kullanılmıştır. Bu amaçla yapılan 
RAPD analizlerinde Operon firmasına ait OPK ve OPA kitlerine ait 30 primer kullanılmıştır 
(Çizelge 1). Bu primerlerden OPA-6 primeri bu izolatlar ile herhangi bir polimorfizim oluşturmamıştır. 



OPA-16, OPA-17, OPK-2, OPK-3 ve OPK-15 primerleri ise değerlendirilebilir bantlar oluşturmadıkları 
için kullanılmamıştır. Diğer 24 primer ise F. oxysporum izolatları arasında 0.2 (OPK-7) – 3.2 kb
(OPK-10, OPK-19) arasında değişen büyüklüklerde bantlar oluşturmuştur.  

RAPD analizi sonucunda F. oxysporum izolatlarından toplam 205 adet (8.54 fragment / primer) 
fragment amplifiye edilmiştir. Bunlardan 200 tanesinin (8.3 polimorfik marker / primer) F. oxysporum 
izolatları arasında polimorfik, 5 fragmentin ise monomorfik olduğu tespit edilmiştir. Elde edilen DNA 
fragmentlerindeki polimorfizim seviyesi ise % 97.5 olarak bulunmuştur (polimorfik band sayısı / 
toplam band sayısı x 100). Kullanılan primerler ile amplifiye edilen fragment sayısı ise 4 (OPK-4, 
OPK-9, OPK-10) – 13 (OPA-3, OPK-7, OPK-8, OPK-12) arasında değişmiştir. F. oxysporum izolatları 
arasındaki intraspesifik farklılıkları araştırmak için OPK-12, OPA-9 ve OPA-4 primerlerinin oldukça 
faydalı olduğu görülmüştür (Şekil 3). Bu primerler sırasıyla izolatlar arasında polimorfik olan 13, 10 
ve 8 fragmentin amplifiye olmasını sağlamıştır. 

UPGMA algoritması kullanılarak oluşturulan dendrogramda ise farklı genotiplerde yer alan tüm olası 
çiftler arasındaki benzerlik katsayısının 0.2 – 0.98 arasında değiştiği görülmüştür. En yüksek benzerlik 
oranı Diyar-3 ile Diyar 4 (0.986), Ank-10 ile Ank–11 (0.985) ve Kon-1 ile Diyar-13 (0.987) izolatları 
arasında en düşük benzerlik ise Esk-7 ile Dez-8 (0.216) ve Küt-4 ile Km-19 (0.218) izolatları arasında 
tespit edilmiştir. Dendrogramdan hesaplanan kofenetik matriks değeri ile benzerlik indeksinin 
karşılaştırılması sonucunda elde edilen matriks korelasyonu ise oldukça yüksek olup r= 0.961 olarak 
bulunmuştur. Oluşturulan bu dendrogram ile F. oxysporum izolatları 3 ana gruba ayrılmış ve gerek 
gruplar arasında gerekse grup içerisinde yüksek bir polimorfizimin olduğu görülmüştür (Şekil 4). 

Grup 1 Amasya ili hariç diğer bölgelerden elde edilen toplam 41 izolattan (% 55.4) oluşmakta olup bu 
grup içerisindeki benzerlik indeksinin 0.403 (Km-7 ile Diyar-15) - 0.987 (Kon-1 ile Diyar-13) arasında 
değiştiği görülmüştür. Diyar-6, Diyar-15 ve Küt- 4 izolatları ise bu gruba yüksek oranda benzerlik 
göstermekle beraber bu grup içerisinde ikinci bir alt grubu oluşturmuştur. OPA-4 primeri ile bu grubun 
tüm üyelerinden yaklaşık 1074 bp büyüklüğünde bir fragment amplifiye edilerek diğer gruplardan 
ayrılması sağlamıştır. 

Grup 2 Ankara, Amasya, Kütahya, Denizli, K.Maraş ve Diyarbakır illerini temsil eden izolatlardan 
oluşmaktadır ve bunlar kendi arasında 4 alt gruba ayrılmıştır. Birinci alt grup 15 izolattan oluşmakta 
olup bu alt grup içerisindeki benzerlik indeksinin 0.65 (A6 ile Ank-5) - 0.986 (Diyar-3 ile Diyar-4) 
arasında değiştiği görülmüştür. Küt-2, Diyar-8 ve Ama-1 izolatları ise bu grup içerisinde kendi 
başlarına birer alt grubu oluşturmuşlardır. Bu grupta OPA-9 primeri 700 bp büyüklüğünde bir 
polimorfik markerı amplifiye etmiştir. 

Grup 3 Ankara, Eskişehir, Tokat, Uşak, Burdur, Denizli, K. Maraş illerinden elde edilen 15 izolattan 
oluşmakta olup kendi içerisinde 4 alt gruba ayrılmıştır. Bu izolatlardan 10 tanesi birinci grubu 
oluşturur iken Kc9 izolatı tek başına ikinci grubu oluşturmuştur. Esk-4, Dez-8 ve Km-19 izolatları ise 
ortalama 0.79 benzerlik indeksi ile üçüncü alt grubu oluşturmuşlardır. Ank-13 izolatı ise tek başına 
dördüncü alt grubu oluşturmuştur. F. oxysporum içerisinde tespit edilen gruplar içerisinde en fazla 
benzerlik gösteren grup 3 de ise OPA-9 primeri 1390 bp, OPA-4 primeri ise yaklaşık 1617 bp 
büyüklüğünde polimorfik markerlar sağlamıştır RAPD analizi ile F. oxysporum izolatları üç gruba 
ayrılmasına rağmen izolatların bölgelere göre dağılımı ve dendrogramdaki gruplanmaları arasında bir 
ilişki tespit edilememiştir. 

 



 

 

Şekil 3 Fusarium oxysporum izolatlarının OPK-12 (a), OPA-9 (b) ve OPA-4 (c) primerleri ile 
amplifikasyonu sonucu elde edilen RAPD profilleri. 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4. Fusarium oxysporum izolatlarından elde edilen RAPD verisinin UPGMA analizi ile oluşturulan 
dendrogram. 
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V. Sonuç ve Öneriler  

Fusarium cinsi kültür koşullarına bağlı olarak yüksek derece değişken olan ve morfolojik kriterlere 
dayanılarak bir araya getirilen mitosporik bir fungus topluluğudur (Yoder and Christianson 1998). Bu 
sebeple morfolojik ve kültürel özelliklere dayanılarak yapılan Fusarium türlerinin teşhisi uzman 
taksonomistlerce yapılsa bile her zaman güvenilir sonuçlar vermemekte ve genetik olarak farklı olan 
türler aynı tür olarak sınıflandırılabilmektedir. Bu çalışmada da morfolojik kriterlere dayanılarak bazı 
fungus izolatlarının teşhisleri mutasyonlar, kültür aktarmaları, ortam koşulları gibi farklı sebeplerden 
dolayı yapılamamıştır. Ancak morfolojik özelliklere dayanılarak kesin teşhisleri yapılamayan 
izolatların moleküler yöntemlerle kesin olarak türleri belirlenebilmiş ve bu izolatların oluşturulan 
dendrogramda ufak farklılıklarla beraber benzer dağılım gösterdikleri tespit edilmiştir. Daha önce F. 
semitectum olmasından şüphelenilen Kon-3 izolatının Fusarium oxysporum olduğu tespit edilmiştir. 
Yine teşhisleri tam olarak yapılamayan Km-11 ve Tok-3 izolatları dendrogramda F. oxysporum 
izolatları ile birlikte dağılım göstermişlerdir.  

Fusarium oxysporum f.sp. ciceris ülkemizde ve dünyadaki nohut ekim alanlarında görülen önemli bir 
hastalıktır. Nohutun en önemli kök patojeni olarak kabul edilen F. oxysporum izolatları bu çalışma ile 
üç farklı gruba ayrılmış ve incelenen primerlerden bazılarının bu izolat populasyonlarındaki genetik 
varyasyonun ortaya konulması için oldukça faydalı bilgiler sağladığı görülmüştür. RAPD analizi ile 
gerek gruplar arasında gerekse gruplar içerisinde yüksek bir polimorfizim olduğu tespit edilmiştir. 
Ayrıca Fusarium oxysporum izolatları RAPD analizi ile kesin olarak diğer nohut kök patojenlerinden 
ayrılabilmiştir. Tek bir vejetatif uyum grup içerisinde yüksek bir genetik benzerlik paylaşmalarına 
rağmen Fusarium oxysporum f.sp. ciceris içerisinde farklı ırkların bulunması bu izolatların birbirinin 
klonu olabileceğini veya ortak bir soydan gelmiş olabileceklerini göstermektedir (Leslie 1993, 
Jimenez-Gasco et al. 2001). Fusarium oxysporum f.sp. ciceris’ in ırklarının serolojik ve elektroforetik 
değişkenliğini inceleyen Desai et al. (1992) bu ırkların yakın bir antijenik ilişki gösterdiğini ve ortak 
bir isoenzim içeriğini paylaştıklarını, Perez-Artes et al. (1995) ise mitokondrial DNA’ in RFLP 
analizinde ayni restriksiyon profilini gösterdiklerini ifade etmişlerdir. Jimenez-Gasco et al. (2002) 
Fusarium oxysporum f.sp. ciceris’ in EF1α (Elongation factor), β-tubulin, histone 3, actin ve 
calmodulin gen sekanslarının aynı olmasından dolayı bu patojenin monofiletik orijinli olduğunu 
belirtmişlerdir. Zamani et al. (2004) nohutta vasküler solgunluğa sebep olan F. oxysporum’ un 15 
izolatını vejetatif uyum, patojenisite ve RAPD analizi bakımından karşılaştırdıkları çalışmalarında 
patojenisite ve vejetatif uyum testi ile bu izolatları üç farklı gruba ayırmışlardır. Oniki primer 
kullanarak yaptıkları RAPD analizinde ise Fusarium oxysporum izolatları arasında yüksek bir genetik 
varyasyonun olduğunu tespit etmişlerdir. Ancak RAPD analizi ile elde edilen dağılım ve diğer iki 
analiz arasında herhangi bir ilişki bulamamışlardır. Fusarium oxysporum izolatlarını koloni büyüklüğü, 
enzim aktivitesi ve RAPD analizi ile karşılaştıran Motallebi et al. (2002) yüksek virulensliğe sahip 
izolatların aynı enzim aktivitesine ve daha büyük kolonilere sahip olduğunu bildirmişlerdir. RAPD 
analizi ile de yüksek virulensliğe sahip izolatlar düşük virulenslikteki izolatlardan ayrı olarak 
gruplandırılmıştır. Meksika’ nın farklı bölgelerinden elde edilen 41 Fusarium oxysporum f.sp. ciceris 
izolatını RAPD analizi ile inceleyen Luna-Paez et al. (2003) Dice’ ın benzerlik katsayısını kullanarak 
yaptıkları UPGMA analizi ile bu 41 izolatı 7 farklı gruba ayırmışlardır. Kelly et al. (1994) 
büyüklükleri 17- 20 bp arasında değişen üç primer ile gerçekleştirdiği RAPD analizi ile 63 Fusarium 
oxysporum f.sp. ciceris ve 11 farklı fungus izolatını birbirinden ayırmışlardır. Elde edilen RAPD verisi 
ile yapılan UPGMA analizi ile Fusarium oxysporum f.sp. ciceris izolatlarını sararma ve solgunluk 
sendromuna sebep olmalarına göre iki farklı gruba ayırmışlardır. Bunun yanı sıra F. oxysporum ve 
F. solani izolatları arasındaki benzerlik oranının % 11-18 arasında değiştiğini tespit etmişlerdir. 

Tüm dünyada nohutlarda hastalığa sebep olan bu patojenlerle mücadele yöntemi olarak dayanıklı nohut 
çeşitlerinin geliştirilmesi önerilmektedir. Ancak patojenlerin genetik yapısında görülen mutasyon ve 
rekombinasyonlar dayanıklılıkta kırılmalara sebep olmaktadır. Ayrıca dayanıklılığın bölgesel olarak 



değişkenlik göstermesi nedeniyle ıslah materyallerinin farklı üretim bölgelerinde test edilmesi 
gerekmektedir. Bu moleküler tekniklerle patojenlerdeki populasyon genetiğinin incelenerek bölgelere 
göre intra ve interspesifik varyasyonun tespit edilmesi; farklı genetik yapıya sahip patojenlerin farklı 
üretim bölgelerine girmesinin engellenmesi ve hassas çeşitlerin ekilerek belirli bir alanda inokulum 
birikmesinin önüne geçilmesine olanak sağlayacaktır. Yapılan bu çalışma ile elde edilen sonuçların 
klasik yöntemlerde karşılaşılan problemleri elemine ederek patojenlerin direkt olarak daha hızlı ve 
doğu bir şekilde tespitini sağlayan metotların geliştirilmesinde, populasyon yapısındaki değişikliklerin 
incelenerek bölgelere göre dayanıklı çeşitlerin belirlenmesinde ve böylelikle hastalıklara karşı entegre 
mücadele yöntemlerinin daha etkili olarak uygulanmasında araştırmacılara faydalı olacağı 
düşünülmektedir.  
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VII. Ekler  

a) Mali Bilanço ve Açıklamaları  

Proje toplamı: 27.214 YTL 

Harcanan: 24.546 YTL 

Kalan: 2.668 YTL 

27,214,222,000 

b) Makine ve Teçhizat alımı yapılmamıştır 

c) Yayınlar (hakemli bilimsel dergiler) ve tezler 

Doktora Tezi: “Nohutlarda Kök Çürüklüğüne Sebep Olan Funguslar Arasındaki Genetik Farklılığın
Moleküler Yöntemlerle İncelenmesi” başlıklı doktora tezinin RAPD kısmı bu proje tarafından 
desteklenmiş ve bu tez Temmuz-2006’ da kabul edilmiştir. 

NOT         :Verilen kesin rapor 2 nüsha olarak ciltsiz şekilde verilecek, kesin rapor Komisyon 
onayından sonra ciltlenerek bir kopyasının yer aldığı CD veya disket ile verilecektir 
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